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PATENTE DB ITHVENCION

poxr VEINTE alios

cuyo privileglo se golicita para todeo el territorio na_

gacidn Cientifi

.

cional, a favor del Patromato de Imvesti

ca v Téenica "Juan de la Cierva' del Consejo Supevior -

de Investigaciones Cicrntificas, con domicilio en calle
. 1

Serreno, 150, Madrid, (Inventor: Dr.J.Garride Mirguez),

por un "PROCEDTMIENTO PARA LA OBTENCION D PROTEINAS A

PARTIR DE RTANOL DE SINTESIS", seglin la siguiente
 MEMOILA DESCRIPTIVA

Yaa productién de proteinas a partir de sustancias
hidrocarbonadss tiene wn interss mayor cada dia, tenisp
do en cuenta el aumento Ge ia dGemanda corregpondicate &l
crecimiento de la poblacidn., Hey dias, atn cuande se lle-
gase a hacer un ripido cénﬁrol de 1a natalidad nadie po-
ne en duda que para final de sigio la poblacidn en el nuid

do serd de 8.000 millomes d¢ seres humanos, ni el incre~

POOR
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mento de produccidén agricela ni el mgjor aprovechamiento de
los mares podrén suplir por si solos los mecesidades protei
nicas de csta poblacidn creciente. Como soluciones inmedia-
tas se plantean para los afloz 90 de cste siglo, por un Llado,
la produccidn de algas pera aprovechar la fotosintesis Y,

por otro, el aprovechamiento de los hidrocarburos para la =
produccibn de levaduras, -

Mucho se estd trabajando en esta linea pero, aurme se
han realizado grandes avances, la obtencidn de levedura a -
partir de residuocs de la destilacidn del petroleo presenta
dos inconvenientes: la necesidad de un procéso de purifice
cién de la levadura obtenida pard eliminar los restos de hi,
drocarburos que la impregnan, y la nccesidad de mayorés can
tidades de energia para mentener homogénea la mezcla de las
tres fases constituidas por aire, hidrocarburo y levadura en
medio acuwoso, lo cual hace imprescindible,eliempleo de tur-
binas de alto nlmero de revoluciones y tanques cerrados para
trabajar a presibén. Ambos inconvenicntes se traducen en un
mayor costo del proceso. .

En el procedimiento que patentamos se ha estudiado un
nuevo proceso de produccidén de proteinas a partir de residuos
de la destilacidén de petrdleo que ofrcce considerables venta
jas: )

La multiplicacibén de levadura se lleva a cabo sobre el
alcohol etilico obtenido por sintesis a partir de residuos
de petré;eo, por tanto se wutilizan en este proceso los vesi
duos de la destilacibn de petrdéleo pero la levadura multipli
ca directamente sobre el alcohol etilico obtenido a partir
de estos residuos lo cual da lugar a la obtencibn de levadu-
ra de gran pureza y de caracterisiticas muy estables,

La produccidn de alcohol etilico a partir de etileno.es
hoy en dia un proceso barato y un medio de aprovechamiento del
etileno, subproducte en algunos casos de la destilacidn dgl'm
petrdleo. EL alcohol etilice de sintesis ha desplazado dn el

mercado mundial, en aplicaciones industriales, al alcohol -~
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etilico de fermentacidn por 2 motivos priuncipales: por su pu
reza, y lo que es mas importante, por su bajo cosle de obtien
cidm,

Bl precedimicnto que potentamos ha sido conseguido a -~
través de variog afios de estudios fisico-quimicos, bioquinicos
v tecnolidpicos, llevadexm a cabo en el Instituto de Fermemis -
ciones Incdusiriales, En 1.959 SAAVEDRA v GARRIDO pisieron de
manifiesto que las levaduras de flor uviilizaban como princi-
pal fuente hidrocarbonada el alcohol etilico, ésto se compro
bd estudiando las comdiciones de aficjzmiento de los vinos,

Posteriormente, estudios con lavadﬁras de "flor" en cul
tivo sumergido, permitieron diseiiar un tipo de fermentadowr
gue permite mantener las temperaburas adecuadas y las condi~
ciones de aiveacidén y agitacidn precisas para el mlximo desw
arrolle de Las especies de levaduras uwitilizadas en un corto
ticmpo de cultivo {20-~30 horas) sobre medids alcohdlicos,Los
trahajos de CABBZUDO, LLAGUNO y GARRINO (1.968).y LLAGUIO,
PFERWANDEY, GARRIDO Y- GARRIDC (1.971) dierom luger a modificg
ciones importontes en cuanto a composicidn del. medio cultive,
tempexratura del proceso, edad de la siembra/de levaduras y -~
nuevos dispozitivos mecénicos de aircacién intermitente. Asi
nismo se eslablecieron los nivéles de actividad de lo enzdi-
ma alcohol deshidrogenasa que caracterizma a las especics de.
levaduras de fbr capaces de asimilar etanol como Gnica fuens
te de carbono en medios con altas concentraciones en etanol
(FERWANDEZ, GARCTA, LLAGUHO y GARRIDO, 1.972);

¥n el procedimionte gue patentamos se utilizen especies
delevaduras llamadas de "flor" que, seghn nuestros anterio-
res estudios, se caracterizan por el alto nivel de actividad
especifica de la enzima alcohol deshidrogenasa que contienen.
Las cepes de levaduras de '"flor" selcccionadas por nosotros
utilizan el alcohol etilice y multiplican répidamente sobre
dicho sustrato. Su tiempo d¢ generacidn es relativemente cor
to y consumen etanol con un rendimiento del 60 al 90% en cuaxn

{to al peso seco de levaduras obitenidas,
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Las cspecies scloccionadas para cl procedimiento que

paténtamos tienen varias ventajoe para suv aplicacibén a la
80 obtencidn de proteinas: presentan altos contenidos en sus

células de sustancias insaponificebles lo gue es de inte-

rés como fuente de vitomina D2, v, algunas de estas cepas

pueden ser especialmente aplicadas a la fermentacibn pana

ria por su alto poder formentativo y las excelontes condi
85 ciones en que se conscrva estn levadurs prensada.

Entre las levaduras scleccionadas l& especie de leva
dura dc flor, Sacharomyces cheresiemsis (Cepa-V-2& de la
Coleccidn de nuestroe Instituto de Fermentaciones Industria
les, aislada en vinos de Andalucia Occidental) se comside

920 ra 6ptima para su multiplicacién sobre etancl, debido a -~
sus caracteristicas fisiolégicas y microbioldgicas y a su
sistema enzimdtico que.le permiten una utilizacién total
del etanol con buenos rendimientos en determinadas condi-
ciones.

95 - MODO_Dii OPERAR

Para ol proceso de produccibén de levadura a partir ds
etanol de sintesis, sc utiliza la especie dg levadura de
flor Saccharomyces cheresiensis(Cepa V-2% de la Coleccidn
del Instituto de Fermentaciones Industriales)., Dicha cepa

100 se conserva sobre estria de agar-malta en tubo de ensayo
a. baja tempetaturas ° -
A partir de estas phtinas, la cepa V-24 de Saccharo-
X myces cherensiensis se siembra sobre agar-malta en frascos
Roux que' se mantienen para su desarrollo en estufa a 26-282C.
105 Después de un tiempo de cultivo de 1~k dias, las célules
asi desarrolladas, suspendidas en agua esteril, se¢ emplean
como indculo para los cultives en fermentador,
' El mwedio cultivo, empleado en este proceso, contiene
. sales minerales para aportar fésforo y magnesio, y sulfato
110 ambénico y urea como fuente de nitrégeno. Como aparte de fac
tores de crecimiento pueden emplearse melazas, corn Steep

liquor, extractoc de levedura o cualguier otra solucidn acuo
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sa o hidrosleoholica de nutrientes que aporten vitamines,
oligoelemcntos amincécidos u otras sustancias nitrogena
das, o hien, cualquier otra adicidn gue aporte cstos fag
tores en cantidad suficicente pars 4ue no exista ninglin -
Tactor limitaute del desarroello. A este medio de cultivo

ne

¢ ailade el etanol (en councentracidn de 0,5 a 4%) que cons
‘ i

o]

tituye la princdipal fuente de carboro en este proceso de
obtencidn de levadura, n B

Dicho procedimiento de obtencidn de levadura se lig
va & cabo sobre un medio de cultivo-que contiene: de 0,02
& 0,2 g/1 de fosfato wonopetésico, de 0,02 a 0,2 g/l de
sulfate ambénice o urea,-de 0,0l a 0, L g/l de sulfato mag
nésico,. de 1 a 100 ml. de corn steep liguor. melaza, o de
golucidn de exiracto de levadura u otras formas de adicidn
de ostos Lfactores de crecimiento,

' EL cultivo se mealiza on fermentadores de acero ing
xidable capaces de producir una agltabidén, aireacién y tem
perstura optima para el procedimiento.

Une ves inoculade el fermentador con las celulas pro
cedentes de la phtina sobre ager-malta ol cultivo se mantic
ne hasta gue el microorganismo se halle en fase logaritmi
ca de crecimicento, In este punio se conecta a fermentado-
res de'mayor tamaio 0 a dispositivos de aireacidén intermi_
tente de forma que'la_relacién inéeculo / medio de cultivo
sea de 1/10. De este modo, es posible obtener grandes ma-
sas de levaduras de una grau pureza. . '

ia agitacidon del medio de cultivo y la aireacidn apli
cadas, dependen del tipo dé fermentador empleado, conside-
réndese eficaz, para chtener una buena velocidad de ereci-
miento, una aircacién de 200-500 cc, de aire por litro de
medic cultivo y pror minuto. La temperatura de cultivo debe
mantencrse en 20-282C teﬁperaturas superijores influyen des
favorablemente en el normal desarrollo de la levadura y en

la congexvacidn de sus caracteristicas.

PLATRE
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- IEn este proceso de obtencidn de levadura a partir de
etanol de_sintesis, ¢s Tundamental la especie de levadura
wtilizada. La ecspecic de levadura de flor emplecada (Sacchﬁ
romyzes cheresiensis, cepa V-24 de La Coleceibn del Insti~
tuto de Fermentaciones industriales, aislada en vinos de
Andalucia Occidental) ha sido scleccionada por sus cafaciga
risticas fisioldgicas y mocrobiolégicas y por su sistema
enzimético que la presentan como especié'éptima'ﬁéra la -
utilizacidén total del etanol, en determinadas concentracio
nes, con un buen rendimiento en peso seco de levadura por
etanol consuwaido,

REIVINDICACTOHWES

Se reivindica como de la nueva y propiza invencidn:

1) "Un procedimiento para la obtencidn de proteinas
a partixr de etanol de sintesis! caracterizado porgue la
especie de levadura de flor Saccharcmyces cheresieansis -
(cepa V-24 de la Coleccidn del Instituto de Fermentacio
nes Industriales), se siembra sobre agar-malta en frascos
Roux que se¢ mantienen éara su desarrollo en, estufa a -
26-282C durante un tiempo de cultivo de uné a cuatro dias
empleando las células asi desarrolladas y suspendidas en
agua esteril como indculo para los cultivos en fermentador.
. 2) "Un procedimiento para la obtencibém de proteinas
a partir de etanol de sintesis" segln reivindicacidén 1) y
caracterizado ademas porque el medio de cultivo empleado
contiene sales minerales para aportar f£ésforo v magnesio
y sulfato aménico y urea como fuente de nitrégeno. Como -
aporte de factores de crecimiento pueden empleavse maelamas,
corn steep liguor, extracto de levadura, o cualquier otra
.solucibn acuosa o hidroalcoholica de nutrientes gque aporten
vitaminas,oligoelementos aminofcidos u otras sustancias -
nitrogenadas, o bien cualquier otra adicidn que aporﬁe'qg
tos factores en cantidad suficiente para que mo exista nin
¢in factor limitante del desarrollo, o

3) “Un proccdimiento para la obiencidn de protcinas

a partir de etancl de sintesisV seglin reivindicaciones 1)

. | POOR
GUALITY
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Y 2) ¥y caracterizado ademis porque 2 c¢ste medio de cultivo
sc sllade el etanol en concentracidn de 0,5 a 4% contenien-
do el medioc de cultive de 0,02 a 0,2 g/l de fosfato monopy
tésico,de 0,02 a 0,2 g/l de sulfato amdnico o urea,de 0,01
a 0,1 g/1 de sulfato magnésico,de 1 a 100 ml de corn stecp
liguor melaza o de soluqién de extracto de levadura u otras
formas de adicidn de cstos factores de crecimicnto.’
L) "Un procedimiento para laz obtencidn de proteimas a - ——-
portir del ctanol de gintesis" sesln reivindicaciomes 1),2)
¥y 3) ¥ caracterizado ademds porgue el cultivo se realima

en fermentadores de acero inexidable capaces de producir -

una agitacidn, aireacidn y temperatura dptima para ‘el pro-

cedimiento. ) )

5) "Un procedimiento para la obtencidn de proteinas a
partir del cectanol de sintesis! segln reivindicaciones 1) ,
2),3) y L) v caracterizado ademés porque una vez inoculado
el fermentador con las celulas procedehies de la pétina 50 ;h,
bre agar-malta el cultivo se mantiene hasta que el microox
ganismo se halle en fase loguwritmica de crecilmiento. En es
te punto se conecta a fermemndores de mayor/%amaﬁo o a dig
positivos de aireacidn intermiténto de fTorma que la relacidn
inéculo / medio de cultivo sea de 1/10.

6) "Un procedimiento para la obtencién de proteinas a
partir del etanol de sintesis" seghn reivindicaciones 1),
2), 3), &) vy 5) v caracterizado ademas porque la agitacidn
de medio de cultivo v la aireacidém aplicadas, dependen dol
tipo de fermentador empleado, consideréndose eficam, para

obtener una buena velocidad de crecimiento, una a%reacién

de 200~500cc. de aire por litro de medio cultive v por mi-
nuto. :

7) "Un procedimiento para la obtencibén de proteinas a
partir del etanol de sintesis' segfin reivindicaciones 1),
2), 3), &), 5)y 6) y caracterizado ademfs porque la tempe~
ratura de cultivo debe montencrse en 20~282C Y& que tempera

turas superiores influyen deslavorablemente en ¢l normal -



407704

desarrollo de la levadura v en la conservacidn
~ »
racteristicas.
8) YUn procedimicnto para la obtencidn de

a partir del etancl de sintesis! tal y como sc

proteinos

describe

en el cuerpo de este lMemoria que consta de ocho péginas

escritas por una sola cara,

.

Madrid, L7 de Getubre 1.972.
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